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1.  Einleitung 
 
Herzkreislauferkrankungen stellen eine der häufigsten Todesursachen in der 
westlichen Welt dar. Alleine im Jahr 2005 starben in Deutschland 367.361 
Menschen an Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, davon 61.056 an den 
Folgen eines akuten Myokardinfarktes1. Bei der Behandlung eines 
Myokardinfarktes steht die Wiederherstellung der myokardialen Durchblutung 
im Vordergrund der medizinischen Versorgung. Gerade hierbei kommt es 
jedoch bei einem Teil der Patienten zu einer verstärkten Gewebsschädigung, 
dem sogenannten myokardialen Ischämie/Reperfusionsschaden (I/R-Schaden). 
Die Grundlagen, welche zu dieser Schädigung führen, sind nicht eindeutig 
geklärt.  
 
1.1 Biochemie des Ischämie/Reperfusionsschadens 
Durch die Unterbrechung des koronaren Blutflusses wie z.B. beim akuten 
Myokardinfarkt, kommt es zur Hypoxie und Ischämie der Herzmuskulatur. Eine 
unmittelbare Reperfusion kann dabei die irreversible Gewebsschädigung 
begrenzen. Gerade diese Reperfusion des ischämischen Gebiets führt jedoch 
zu einer weiteren Gewebsschädigung, welche unter dem Begriff des 
myokardialen Ischämie/Reperfusionsschaden zusammengefasst wird.  
Klinisch ist der myokardiale I/R-Schaden nicht nur bei der Thrombolyse eines 
Myokardinfarktes, sondern auch bei der perkutanen transluminalen koronaren 
Angioplastie (PTCA), bei koronaren Bypass Operationen und bei 
Herztransplantationen von außerordentlicher Relevanz. Der genaue 
Mechanismus des myokardialen I/R-Schadens ist bisher nicht bekannt.  
Im Folgenden sollen die Mechanismen, welche nach gegenwärtigem Stand der 
Forschung eine bedeutende Rolle im I/R-Schaden spielen, dargestellt werden.  
Zu den am besten erforschten Mechanismen und Mediatoren des myokardialen 
I/R-Schadens zählen die intrazelluläre Kalziumüberladung, reaktive 
Sauerstoffspezies, endotheliale und mikrovaskuläre Dysfunktion sowie 
Veränderungen im myokardialen Stoffwechsel. 
Bei der intrazellulären Kalziumüberladung kommt es durch den Na+/H+- und den 
Na+/Ca2+-Austauscher zu einem massiven Kalziumüberschuss während der 
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Reperfusion, welcher zu einer Kalzifizierung des Mitochondriums und dadurch 
zur Einleitung der Apoptose führt2, 3 .  
Die Entstehung großer Mengen von freien Sauerstoffradikalen wird als einer der 
wichtigsten Mechanismen bei der Entstehung des I/R-Schadens postuliert4. 
Während der Ischämie führt die verringerte mitochondriale ATP-Synthese zur 
Erschöpfung der Phospat-Energiespeicher5. Zu Beginn der Reperfusion kommt 
es zu einer verstärkten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). 
Wenn molekularer Sauerstoff in das vorher ischämische Myokard eindringt, 
kommt es zu einer sequentiellen Reduktion des O2, welche zur direkten 
Entstehung von freien Radikalen führt. Bolli et al. konnten zeigen, dass reaktive 
Sauerstoffspezies wie das Superoxidanion, das Hydroxylradikal und 
Peroxynitrit, die während der ersten Minuten der Reperfusion produziert 
werden, für einen Großteil der reversiblen und irreversiblen Schäden 
verantwortlich sind6. Das plötzliche Ansteigen der ROS wie z.B. bei Beginn der 
Reperfusion wird als oxidativer Burst bezeichnet7. 
Die entstehenden ROS schädigen durch die Reaktion mit mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren unter Bildung von Lipidperoxiden und Hydroperoxiden 
das Sarkolemm und beeinflussen die Funktion von Membran assoziierten 
Enzymsystemen. Die Oxidation von wichtigen funktionellen und strukturellen 
Proteinen führte ebenfalls zu einer Zellschädigung bis hin zur Nekrose oder 
Apoptose. Des Weiteren stimulieren die generierten ROS die endotheliale 
Freisetzung des platelet activating factors (PAF), welcher die Migration 
neuthropiler Granulozyten positiv beeinflusst, und so die Produktion von ROS 
im Rahmen einer Entzündungsreaktion weiter verstärkt. Die Freisetzung von 
PAF und anderer gerinnungsfördernder und vasokonstriktorischer Mediatoren 
führt zu einer weiteren Reduktion des Blutflusses durch endotheliale und 
mikrovaskuläre Dysfunktionen. Auf diesem Wege kann der Blutfluss auch über 
die Reperfusion hinaus beeinträchtigt werden8-10.  
Neben einer verstärken Produktion von ROS kommt es zu einem relativen 
Mangel an endogenen „Abfang-Enzymen“, was zu einer verlängerten 
Halbwertszeit der vorhandenen Radikalen und so zur weiteren Verstärkung des 
Schadens führt. 
Die Folgen dieser biochemischen Mechanismen für das Herz sind von vielen 
Faktoren, wie z.B. von der Länge der Ischämie, der Größe des betroffenen 
Areals sowie der Stoffwechsellage des Herzens abhängig11, 12. Bei kurzen 
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Ischämien mit unmittelbarer Reperfusion kann es zu einer reversiblen 
funktionellen Beeinträchtigung des Herzen kommen, welche als „stunning“ 
bezeichnet wird13, 14. Ein darüber hinaus gehender Reperfusionsschaden führt 
in erster Linie zu mikrovaskulären Dysfunktionen. Die Reperfusion von stark 
ischämischem Myokard kann den programmierten Zelltod oder Nekrose zur 
Folge haben. Diese Maximalvariante bezeichnet man als letalen I/R-Schaden15.  
Eine wichtige Schüsselfunktion im myokardialen I/R-Schaden spielt der 
vielseitige Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO·). Viele pharmakologische 
Bemühungen zur Reduktion des I/R-Schadens zielten auf Modulation des NO·- 
Stoffwechsels ab. Die Gabe von direkten oder indirekten NO·-Donatoren zeigte 
jedoch starke Nebenwirkungen, da die systemischen Effekte den lokalen 
überwiegten. Eine gezielte Applikation von moderaten und damit protektiven 
NO·-Konzentrationen in den geschädigten Gebieten war mit den bisherigen 
Methoden und Substanzen nur unzureichend möglich.  
Trotz vieler verschiedener pharmakologischer Versuche ist es bis jetzt nicht 
gelungen, den myokardialen Ischämie/Reperfusionsschaden, wie er im 
klinischen Alltag vorkommt, zu reduzieren. 
 
1.2 Metabolismus des Stickstoffmonoxids 
Synthese und biologische Funktionen von Stickstoffmonoxid 
Bei der Synthese von Stickstoffmonoxid wandeln die NO-Synthasen (NOS), L-
Arginin unter Verwendung diverser Kofaktoren zu NO· und Citrullin um16. Die 
Aktivität der NOS ist gebunden an die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff 
als Kofaktor17. Es werden drei Isoformen der NOS unterschieden: Die 
neuronale konstitutive, die endotheliale konstitutive und die induzierbare NOS18. 
Darüber hinaus konnte in neueren Studien der Nachweis für die Expression und 
Aktivität einer NOS in Erythrozyten erbracht werden19. 
NO· ist ein wichtiges Signalmolekül mit pleiotropen Effekten auf den 
Organismus. Das kontinuierlich produzierte endotheliale NO· ist essentiell für 
die Aufrechterhaltung und Regulation der vaskulären Homöostase. Neben 
seiner Funktion als Vasodilatator20, 21 inhibiert NO· die 
Thrombozytenaggregration22, 23, kontrolliert die Leukozytenadhäsion durch ihre 
Inaktivierung24 und hemmt die Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen25; NO· ist 
ferner involviert in die Immunabwehr26-28, sowie in die Neurotransmission29-31. 
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Viele physiologische Effekte resultieren aus der Reaktion von NO· mit der 
Hämgruppe der löslichen Guanylatcyclase, die einen Anstieg des Second 
Messenger cyclisches Guanosinmonophosphat zur Folge hat32.  
Des Weiteren reguliert NO· durch Inhibition der Cytochrom c Oxidase die 
mitochondriale Atmungskette33-35. Dabei konkurriert NO· schon in nanomolaren 
Konzentrationen mit der O2-Bindungsstelle.  
In verschiedenen Versuchsansätzen konnte gezeigt werden, dass NO· protektiv 
im myokardialen I/R-Schaden wirkt. Dabei konnte durch den Einsatz von NO·-
Donatoren, die transgene Überexpression der NOS, sowie deren 
pharmakologische Stimulation der myokardiale I/R-Schaden reduziert werden36-
38
. Der schützende Effekt von NO· ist jedoch stark abhängig von Konzentration 
und Situation der NO·-Gabe. Unter normoxischen Bedingungen kommt es 
durch die direkte oder indirekte Applikation von NO· zu einer verstärkten 
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und somit auch zu einer verstärkten 
Gewebsschädigung39. Diese Eigenschaft von NO· reduziert seine 
therapeutischen Anwendungsmöglichkeiten und führte zu widersprüchlichen 
Ergebnissen bei der Untersuchung von NO· als kardioprotektivem Wirkstoff40, 41. 
 
Abbau des Stickstoffmonoxids 
Das Radikal NO· kann über 1-Elektron-Transfer zum Nitrosoniumkation (NO+) 
reduziert oder zum Nitrosylanion (NO-) oxidiert werden. Diese reagieren zu 
höher oxidierten Stickoxiden wie NO2- oder N2O3 weiter. Als 
Hauptoxidationsprodukt entsteht dabei Nitrit, welches zum relativ stabilen Nitrat 
mit einer Halbwertszeit von 5-8 Stunden weiter oxidiert42, 43.  
Ein weiterer Inaktivierungsweg von NO· stellt die Reaktion mit oxygenierten 
Hämproteinen wie Hämoglobin und Myoglobin dar. Dabei reagiert Myoglobin 
unter Bildung von Metmyoglobin (MbFe(III)) und Nitrat (NO3)  mit NO·44: 
 
   MbFe(II)O2 + NO•  →  [MbFe(III)-OONO] 
              →  MbFe(III)  +  NO3 
 
Das dabei entstehende Metmyoglobin wird durch die assoziierte 
Metmyoglobinreduktase wieder in den O2-bindungsfähigen Fe(II)-Zustand 
überführt45, 46.  
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Die Reaktion von Hämoglobin mit NO· ist zweiter Ordnung und besitzt in vitro 
eine Reaktionskonstante von 3-4*10-1*s-1 47. In vivo ist die Geschwindigkeit 
dieser Reaktion durch die Diffusion von NO· im Blutplasma und durch die 
Zellmembran der Erythrozyten um das 650-fache reduziert48-51.  
Die Inaktivierung von NO· durch oxygeniertes Hämoglobin und Myoglobin 
schützt das Herz unter normoxischen Bedingungen vor nitrosativem Stress52. In 
Abwesenheit von Sauerstoff reagiert NO· mit desoxyMb und desoxyHb zu 
Nitrosylhämoglobin bzw. Nitrosylmyoglobin: 
 
NO· + HbFeII  → HbFeIINO 
 NO· + MbFeII  → MbFeIINO 
 
Welche Rolle Nitrosylhämoglobin und/oder Nitrosylmyoglobin in der Regulation 
des Herz-Kreislaufsystems spielen, ist nicht bekannt. Die quantitative 
Bestimmung dieser NO·-Häm-Komplexe liefert jedoch Aufschluss über NO·-
Produktion unter Hypoxie und kann so als Dosimeter der NO·-Bildung 
eingesetzt werden53. 
 
Metabolismus von Nitrit 
Nitrit (NO2-) stellt entgegen bisheriger Annahmen kein inertes Abbauprodukt 
von NO· dar54. In den letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass es sich um 
einen endokrinen, bioverfügbaren Pool sowie um eine Gewebsspeicherform 
von bioaktivem NO· handelt53, 55. 
Nitrit liegt in Konzentrationen von 0,3-1,0 µM im Plasma und 1-20 µM im 
Gewebe vor56-61.  
Etwa 70% des physiologisch vorliegenden plasmatischen Nitritpools entstehen 
durch die Oxidation von Stickstoffmonoxid (NO·)62. Damit ist Nitrit das 
Hauptoxidationsprodukt von bioaktivem NO·. Der Nitritpool steht so im 
Verhältnis zur endogenen NO·-Produktion.  
Auch die Nahrungsaufnahme beeinflusst die plasmatische Nitritkonzentration. 
Hierbei ist neben der direkten Aufnahme von Nitrit, insbesondere die 
gastrointestinale Reduktion von Nitrat entscheidend. Etwa 10% des oral 
aufgenommenen Nitrats werden durch Bakterien im Speichel zu Nitrit reduziert 
und anschließend resorbiert63-65. Dabei stellt grünes Gemüse die größte 
Nahrungsquelle an Nitrat und Nitrit dar. 
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Im Blut oxidiert Nitrit zum relativ stabilen Nitrat mit einer Halbwertszeit von 5-8 
Stunden42, 43. 
Unter Ischämie und Hypoxie ist die Funktion der NOS durch Fehlen des 
Kofaktors Sauerstoff eingeschränkt. Unter diesen Bedingungen (niedriger 
Sauerstoffpartialdruck und Azidose) übernehmen desoxygeniertes Myoglobin 
und Hämoglobin die Funktion der NO·-Produzenten. Entlang eines 
physiologischen Sauerstoffgradienten reduzieren sie Nitrit zu NO·55, 66. Auf 
diesem Wege wird die unter Hypoxie eingeschränkte Funktion der NOS 
kompensiert. Myoglobin und Hämoglobin sind also sowohl am Abbau von NO· 
unter normoxischen Bedingungen beteiligt, als auch an der NO·-Produktion 
unter hypoxischen Bedingungen, wenn NO· benötigt wird. 
NOS NO· NO2- NO3-
O2
Reduktion durch 
orale Bakterien
Nahrung
HbO2
DesoxyHb
DesoxyMb
O2
 
 
Abb. 1.1. Metabolismus des Nitrits67 
 
Die Reaktion von Myoglobin und Nitrit verläuft dabei entsprechend dem 
nachstehenden Reaktionsmechanismus68. 
 
MbFeII (desoxyMb) + NO2-    → MbFeII-ONO- 
MbFeII-ONO- + 2 H+    → MbFeII-NO+ + H2O 
MbFeII-NO+     → MbFeIII-NO 
MbFeIII-NO      → MbFeIII (Metmyglobin) + NO· 
 
Das entstehende MbFe(III) kann, analog zur Rückführungsreaktion beim NO·-
Abbau, durch die assoziierte Metmyoglobinreduktase wieder in den 
nitritreduzierenden Zustand, Fe(II), überführt werden69, 70.  
 
Neben der NOS-unabhängigen NO·-Bildung mittels Reduktion von desoxyHb66 
und desoxyMb71, 72 sind zwei weitere Wege beschrieben worden: 
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Erstens die nicht-enzymatische azide Reduktion55, 73, 74 und zweitens die 
enzymatische Reduktion durch die Xanthinoxidoreduktase75 sowie 
mitochondriale Enzyme76. Die pathophysiologische Relevanz dieser 
Mechanismen ist nicht geklärt.  
 
Mehrere Forschergruppen konnten unabhängig voneinander eine zytoprotektive 
Wirkung von exogenem Nitrit auf den I/R-Schaden in Herz, Leber und Gehirn 
nachweisen75, 77, 78, 79. Webb et al. zeigten, dass Nitrit den I/R-Schaden bei 
Ratten in einem Langendorff Herzmodell reduziert75. Duranski et al. 
beschrieben, dass exogenes Nitrit, in vivo, den I/R-Schaden in Mäuseherzen 
und Mäuselebern minimiert77.  
Webb et al. fanden Indizien für die Xanthinoxidoreduktase als Mediator der Nitrit 
vermittelten Zytoprotektion75. Jedoch konnten sowohl Shiva et al., als auch 
Rassaf et al. einen solchen Effekt nicht beobachten80, 81. Die Mechanismen der 
Nitrit vermittelten Kardioprotektion bleiben somit auch drei Jahre nach ihrer 
Entdeckung unklar. 
  
1.3 Struktur und Funktion von kardialem Myoglobin 
Myoglobin (Mb) ist ein wichtiges intrazelluläres Sauerstoff-bindendes 
Hämprotein. Seine Bildung erfolgt als Antwort auf mitochondrialen 
Sauerstoffbedarf in Typ I- und IIa-Skelettmuskulatur sowie in Herzmuskulatur82, 
83
. Auch im nicht muskulären Gewebe kann chronische Hypoxie zur Expression 
von Mb führen84. Mb konnte ebenfalls in der glatten Muskulatur der Gefäßmedia 
nachgewiesen werden85.  
Bei Mb handelt es sich um ein relativ kleines Protein mit einer Molekülmasse 
von ca. 17.600 Dalton. Es besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette mit 153 
Aminosäuren. In seinem Zentrum sitzt eine Eisen-Porphyringruppe, welche 
identisch ist mit der des Hämoglobins und Mb zur reversiblen Sauerstoffbindung 
befähigt. Es besitzt eine hohe Stabilität gegenüber äußeren Einflüssen, mit 
Ausnahme von Temperatur und hohen Laktatkonzentrationen86. Im Herzmuskel 
beträgt die Konzentration von Mb 200-300 µmol*kg-1 und erreicht in der 
Skelettmuskulatur bis zu 400-500 µmol*kg-1.  
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Mb kommt weder im sarkoplasmatischen Retikulum, noch in den Mitochondrien 
vor, weshalb sich die tatsächliche Konzentration im restlichen Zytoplasma auf 
ca. 330 µmol*kg-1 erhöht.  
Mb besitzt einen O2-Halbsättigungsdruck von 2,4 mmHg. In der Nähe des 
sarkoplasmatischen Retikulums beträgt der O2-Partialdruck 2,5 mmHg, so dass 
die O2-Sättigung von Mb in diesem Bereich ca. 50% beträgt87. In vivo 
Untersuchungen konnten beweisen, dass bis zu 10% des Mb in 
desoxygenierter Form vorliegen88. Unter hypoxischen Bedingungen erhöht sich 
der desoxygenierte Anteil weiter89.  
Mb dient als Puffer für kurzfristige pO2-Schwankungen im Gewebe, z.B. 
während systolischer Kompression des Herzens. Es nimmt O2 auf und 
transportiert ihn durch das Zytoplasma: dieser Transport wird als erleichterte 
Diffusion bezeichnet. Der Mechanismus konnte in vitro an einer Mb-Lösung 
gezeigt werden82. Experimente an isolierten Zellen und Organmodellen lieferten 
dagegen inkonsistente  Ergebnisse83, 90, 91.  
Durch die akute Inaktivierung von Mb durch Kohlenstoffmonoxid in isolierten 
Mäuseherzen konnte die tragende Rolle von Mb in der erleichterten Diffusion 
von Sauerstoff bewiesen werden89. 
Neben der Funktion bei der Bindung und dem Transport von Sauerstoff konnte 
kürzlich gezeigt werden, dass Mb den Kardiomyozyten als Sauerstoffsensor 
dient. Über eine Nitritreduktaseaktivität ist Myoglobin, in Analogie zu 
Hämoglobin, in der Lage, den Stoffwechsel des Herzmuskels an eine reduzierte 
Sauerstoffversorgung anzupassen92. 
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Offene Fragen: 
 
Auf Grund des gegenwärtigen Kenntnisstands über die Interaktion von 
Myoglobin mit Nitrit sowie über die Beeinflussung des I/R-Schadens durch 
exogenes Nitrit ergeben sich folgende Fragestellungen, die in dieser Arbeit 
behandelt werden: 
  
1. Welche Auswirkungen hat exogenes Nitrit auf das ischämische und 
reperfundierte Herz in Bezug auf die Größe des Infarktareals und die 
kardiale Funktion? 
2. Welche Bedeutung hat die Nitritreduktasefunktion von Myoglobin für den 
Ischämie/Reperfusionsschaden? 
3. Durch welche Mechanismen sind Myoglobin und Nitrit in der Lage den 
Ischämie/ Reperfusionsschaden zu begrenzen? 
4. Welche pathophysiologische Relevanz besitzt die Nitritreduktasefunktion 
von Myoglobin in vivo? 
 15
2.  Material und Methoden 
 
2.1  Studienkollektiv 
Verwendet wurden NMRI (Naval Medical Research Institute) Myoglobin 
Knockout (Myoglobin-/-) Mäuse der 32. Zuchtgeneration sowie NMRI Wildtyp 
Mäuse93. Die verwendeten männlichen Myoglobin-/- und Wildtyp Mäuse waren 
14 ± 3 Wochen alt. Ihr Gewicht variierte zwischen 30 und 45 g mit einem 
Herzgewicht von 180 bis 300 mg. Das Institut für Versuchstierkunde der RWTH 
Aachen übernahm die Unterbringung und Pflege aller Versuchstiere. Die Tiere 
wurden gruppenweise in Käfigen mit vorgeschriebener Größe (Typ 3) auf 
Holzgranulat (3/4) gehalten. Die Raumtemperatur betrug 19-21°C bei einer 
Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Es existierte ein 12 Stunden Tag/Nacht-Zyklus mit 
einer halbstündigen Dämmerungsphase. Die Tiere erhielten Altromin Ratte-
/Maus-Zuchtfutter und keimarmes Tränkewasser ad libitum. 
 
2.2 Langendorff Herzmodell 
Das Langendorff Herzmodell ermöglicht die ex vivo Untersuchung kardialer 
Parameter unter standardisierten und reproduzierbaren Bedingungen am 
isolierten Mäuseherz. Ein über die Aorta kanalisiertes Mausherz wurde hierzu in 
eine Langendorffanlage (Hugo Sachs Elektronik/Harvard Apparatus, March-
Hugstetten, Deutschland) eingesetzt. In einer Wärmekammer mit 37°C wurde 
das Herz hier bei konstantem Druck mit einer Nährstofflösung (Krebs-Henseleit-
Puffer) perfundiert94, 95. Durch die retrograde Applikation kommt es dabei zum 
Verschluss der Aortenklappe und zur isolierten Perfusion der Koronararterien. 
  
2.2.1 Präparation der Mäuse 
Die Mäuse wurden mit Urethan (1200 mg/kg) betäubt sowie mit 1000 IE Heparin 
(Ratiopharm, Ulm, Deutschland) antikoaguliert. Die intraperitoneale Injektion 
erfolgte 10 min vor Tötung durch zervikale Dislokation. Umgehend folgte eine 
Thorakotomie mit Extraktion des Herzens, der Lunge sowie der Aorta 
ascendens. Um eine Schädigung der Herzmuskelzellen zu vermeiden sowie zur 
Induktion einer Kardioplegie, erfolgte die weitere Präparation in einer 4°C kalten 
und mit oxidiertem Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) gefüllten Präparierschale. Mit 
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Hilfe eines Lichtmikroskops (Leica MZ9-5, Wetzlar, Deutschland) wurde das 
Herz unter Schonung der Aorta von Thymus, Lunge und Resten der Trachea 
und des Ösophagus befreit. Diese Feinpräparation erfolgte mit Mikropinzetten 
(BD 331 R, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) sowie einer geraden Schere 
(FST 14088-10, Fine Science Tools Inc., Foster City, USA). 
Der rechte Vorhof wurde durch einen horizontalen Schnitt eröffnet. Die 
Kanalisation der Aorta erfolgte unterhalb des Truncus brachiocephalicus. Die 
Aortenkanüle wurde bis oberhalb der Abgänge der Herzkranzgefäße 
vorgeschoben und mit einer 5/0 Seide (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) 
fixiert. Mit einer 7/0 Seide samt Nadel (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) 
wurde die linke Koronararterie (LCA) umstochen und mit einem lockeren 
Knoten versehen. Die spätere Ligation erfolgte durch das Zusammenziehen des 
Knotens. Um das spätere Öffnen zu erleichtern und Druckschaden am 
Herzmuskel zu verhindern, wurde ein 0,5 cm langer Silikonschlauch (Reichelt 
Chemietechnik, Heidelberg, Deutschland) zwischen dem Ramus 
interventicularis anterior (LAD) und dem Knoten platziert. Nach 
abgeschlossener Präparation begann die druckkonstante Perfusion in der 
Langendorffanlage.  
 
2.2.2 Versuchsaufbau 
Die Perfusion erfolgte mit modifiziertem KHP aus 116 mmol/l  NaCl, 4,6 mmol/l 
KCl, 1,1 mmol/l MgSO4, 24,9 mmol/l NaHCO3, 2,5 mmol/l CaCl2, 1,2 mmol/l 
KH2PO4, 8,3 mmol/l Glucose und 2 mmol/l Pyruvat. Um die Bildung von 
unlöslichen Kalzium-Komplexen zu verhindern, wurde das CaCl2 erst nach einer 
10-minütigen Begasung des Puffers mit Carbogen (Linde, Unterschleißheim, 
Deutschland) hinzugefügt. Zur Eliminierung von Mikropartikeln wurde das 
Perfusat gefiltert (Porengröße ≤ 5µM). Vor Versuchsbeginn wurde das Perfusat 
mit 37°C warmem Wasser umspült und mit Carbogen (5% CO2/95% O2) begast. 
Eine Rollerpumpe (Isma Tec, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) transportierte 
das Perfusat mit einer Geschwindigkeit von ca. 25 ml/min zur Herzkammer. Ein 
Wärmeaustauscher mit 37°C sorgte für eine konstante Temperatur des 
Perfusats vor Erreichen des Herzens. Die Herzkammer (Hugo Sachs 
Elektronik) aus Plexiglas war ebenfalls auf 37°C erwärmt, um ein Abkühlen des 
Herzens zu verhindern. Ein Flusswiderstand sorgte für die druckkonstante 
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Perfusion. Über eine nur einseitig passierbare Membran wurde das 
überschüssige Perfusat zurück ins Reservoir geleitet. Der Perfusionsdruck 
konnte manuell mit Hilfe einer drehbaren Kontroll-Druckpumpe eingestellt 
werden und wurde sowohl manuell über ein Druckmanometer als auch digital 
gemessen. Um eine Luftembolie im Herzen zu verhindern, durchströmte das 
Perfusat eine zur Hälfte mit Luft gefüllte Compliance-Kammer, welche kleine 
Luftblasen vor Erreichen des Herzens abfing. Die Applikation von Nitrit bzw. der 
Kontrolllösung erfolgte mittels Infusionspumpe (Predictor Infors AG, Basel, 
Schweiz). Um Verunreinigungen des Systems zu verhindern, erfolgte die 
Infusion ins Perfusat unmittelbar vor dem Erreichen des Herzens. 
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung des Langendorff Herzmodells (Modifiziert nach Hugo Sachs 
Elektronik) 
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2.2.3 Versuchsdurchführung  
In den ersten 15 min der Perfusion wurde der Erfolg der Präparation überprüft. 
Bei dem Erreichen eines linksventrikulär entwickelten Drucks (LVdP) von ≥ 100 
mmHg und eines koronaren Flusses zwischen 2 und 4 ml/min wurde das 
Experiment fortgesetzt. 5 min vor Beginn der Ischämie wurde mit der 
Applikation von Nitrit bzw. KHP als Kontrolle begonnen. Nach 5-minütiger Nitrit- 
bzw. KHP-Gabe wurde die LCA unterhalb des linken Herzohres, wie in 2.2.1 
beschrieben, ligiert. Während der gesamten Ischämie von 30 min wurde die 
Gabe von insgesamt 32 nmol bzw. 64 nmol Nitrit (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) fortgesetzt. Das Nitrit wurde in KHP gelöst appliziert. Als 
Kontrollgruppe wurde KHP ohne Nitrit verwendet. Die Ischämie wurde durch 
Öffnen der Ligation beendet. Es folgten 180 min Reperfusion. Unmittelbar nach 
der Reperfusion erfolgte die Bestimmung des Infarktareals wie unter 2.4 
beschrieben. 
20 min Äquilibrierung 30 min lokale Ischämie 180 min Reperfusion
35 min Nitritgabe (32 nmol)
Zeit [min]
0 20 50 23015
 
 
Abb. 2.2 Zeitleiste des ex vivo Versuchsprotokolls 
 
Am perfundierten Herzen wurde ein flüssigkeitsgefüllter Ballon aus 
Polyvinylchlorid über den linken Vorhof in den linken Ventrikel eingeführt. Der 
Ballon wurde selbstständig hergestellt. Mit einem Druckmesser verbunden 
konnte der linksventrikulär entwickelte Druck einer isovolumetrischen 
Kontraktion gemessen werden. Die Vorlast des Herzens wurde über den 
Füllungszustand des Ballons auf einen enddiastolischen Druck von 8 mmHg 
eingestellt94. Der Perfusions- respektive der Aortendruck wurde über einen 
Druckwandler (ISOTEC, Hugo Sachs Elektronik) kontinuierlich gemessen. Der 
koronare Fluss konnte durch Messung des Perfusionsflusses mit Hilfe eines 
Durchflussmessers (PLUGSYS Modul FLOW MEASUREMENT, FM Typ 662, 
Hugo Sachs Elektronik) bestimmt werden.  
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Zur Standardisierung der Versuchsbedingungen wurde das Herz mittels 
Elektrostimulation (Pacing) durch einen externen Schrittmacher (HSE 
Stimulator P, Hugo Sachs Elektronik) auf eine Herzfrequenz von 600 Schlägen 
pro Minute eingestellt. Die Reizschwelle betrug hierbei zwischen 0,5-2,5 V bei 
einer konstanten Impulsdauer.  
Die Dokumentation aller Parameter erfolgte während der gesamten 
Versuchszeit. Die analogen Signale der Messinstrumente wurden mit einem 
A/D-Wandler in digitale übertragen (Sampling Rate 2000 Hz). Die Aufzeichnung 
und Bearbeitung der Messwerte erfolgte über die Software IOX (EMKA 
Technologies, Falls Church, USA) an einem handelsüblichen Computer. 
 
LVdP
Koronarer 
Fluss
Aorten-
druck
 
 
Abb. 2.3 Digitale Dokumentation des linksventrikulär entwickelten Drucks, des Aortendrucks 
und des koronaren Flusses mittels IOX Software 
 
2.2.4 Probenaufarbeitung zur biochemischen Analyse 
Zur biochemischen Analyse der NO·-Produktion wurden einige Herzen schon 5 
min nach Beginn der Reperfusion in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zur 
Analyse von Nitrit und Nitrat wurden die Herzen gewogen und umgehend in 
einem eisgekühlten Puffer aus N-ethylmaleimid (100 mmol/l), 
Diethylenetriaminpenta-Säure (2,5 mmol/l) Glas auf Glas homogenisiert 
(Schuett homogenplus, Schuett, Göttingen, Deutschland)96. Für die Analyse 
mittels Ferricyanid-Assay konnten die Proben unbehandelt aufgegeben werden. 
Zur Messung von Nitrit und Nitrat mittels HPLC wurden die gepufferten 
Homogenate im Verhältnis 1 zu 1 mit Methanol bei -20°C verdünnt, und 
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anschließend für 10 min bei 10.000 G (Micro 200R, Hettig, Tudllingen, 
Deutschland) bei 3°C zentrifugiert. Der deproteinierte Überstand wurde 
abgenommen und analysiert.  
 
2.3 In vivo Infarktinduktion 
2.3.1 Operation der Mäuse 
Die Mäuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 45 mg/kg Ketamine 
(Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) analgesiert sowie durch 10 mg/kg Xylazin 
(Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) sediert und relaxiert. Anschließend 
wurden sie oral intubiert sowie mit einem Volumen von 2,1-2,5 ml und einer 
Atemfrequenz von 122 Atemzügen pro Minute beatmet. Die Beatmung erfolgte 
mittels Mikroventilator (UNO, Zevenaar, Niederlande). Als 
Inhalationsnarkotikum wurde bei der Beatmung mit Carbogen (Linde, 
Unterschleiheim, Deutschland) Isofluran (Florene, Abbot GmbH, Wiesbaden, 
Deutschland) hinzugefügt. 
Der Brustkorb wurde durch eine Sternotomie eröffnet und die linke 
Koronararterie (LCA) wurde wie im Langendorff Herzmodell beschrieben mittels 
7/0 Seide samt Nadel (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) ligiert. Die Injektion 
des Nitrits erfolgte in das Cavum des linken Ventrikels.  
 
2.3.2 Versuchsdurchführung 
Nach der Sternotomie erfolgte die oben beschriebene Ligatur der LCA. 5 min 
vor Beginn der Reperfusion erfolgte eine intraventrikuläre Injektion von 48 nmol 
Nitrit bzw. Nitrat als Kontrolle, welche als Bolus, gelöst in 50 µl PBS, verabreicht 
wurde. Nach einer 30-minütigen Ischämie wurde die Reperfusion durch Öffnung 
der Ligatur eingeleitet. Der Thorax wurde geschlossen und die Maus extubiert. 
Nach 24-stündiger Reperfusion wurden die Mäuse mit 1200 mg/kg Urethan 
durch intraperitoneale Injektion betäubt sowie mit 1000 IE Heparin i.p. 
(Ratiopharm, Ulm, Deutschland) antikoaguliert. Die Tötung erfolgte 10 min nach 
den Injektionen durch zervikale Dislokation. Die Herzen wurden entnommen 
und für 5 min mit KHP perfundiert. Anschließend erfolgte die unten 
beschriebene Darstellung des Infarktareals mittels Evansblue- und 
Triphenyltetrazoliumchloridfärbung. 
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30 min lokale Ischämie 24 h Reperfusion
Nitrit oder Nitrat (48 nmol)
5 min vor der Reperfusion
Zeit [h]
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Abb. 2.4 Zeitleiste des in vivo Versuchsprotokolls 
 
2.4 Bestimmung der Infarktgröße mittels Evansblue- und 
Triphenyltetrazoliumchloridfärbung  
Zur Bestimmung des Ischämie/Reperfusionsschadens ist die Bestimmung der 
Area At Risk (AAR) sowie die Größe des Infarktes entscheidend. Die AAR ist 
als die Fläche definiert, die einer Ischämie ausgesetzt war, und kann durch die 
fehlende Färbung mit Evansblue dargestellt werden. Aufgrund der 
anatomischen Lage und Varietäten der Herzkranzgefäße kann die AAR bei 
gleicher Versuchsdurchführung unterschiedlich ausfallen.  
Die Infarktgröße ist als die Fläche des Herzens charakterisiert, in der die 
Herzmuskelzellen irreversibel geschädigt worden sind. Sie wird mit der 
Tetrazoliumchloridfärbung dargestellt.  
Zur Darstellung der AAR wurde nach Abschluss der Reperfusion die während 
der Ischämie ligierte Koronararterie erneut fest verschlossen. Das Herz wurde 
nun anstelle des KHP mit 1ml einer 1% Evansbluelösung (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) retrograd über die Aorta perfundiert. Die von der 
Ischämie nicht betroffenen Areale der Herzen färben sich blau, die nicht 
angefärbten Flächen sind als AAR definiert97. 
Zur Darstellung des Infarktgebietes sowie zur Auswertung aller Parameter 
wurde das Herz in handelsüblicher Frischhaltefolie eingepackt und für 1 h bei -
20°C eingefroren. Die Frischhaltefolie verhinderte hierbei Gefrierbrand des 
Herzens, welcher zu falsch positiven Infarktflächen führt. In diesem Zustand 
wurde das Herz mit einer Rasierklinge (Wilkinson, Solingen, Deutschland) in 1 
mm dicke Scheiben geschnitten. 
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Der Vorhof des Herzens wurde verworfen, die anderen Herzschnitte vom Apex 
beginnend durchnummeriert und gewogen. Zur Färbung wurde 1% 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 
einem Phospatpuffer mit dem pH-Wert von 7,4 gelöst und auf mehrere 
Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verteilt. Bei 37°C wurden 
die Schnitte für 5 min inkubiert98-100. Die Auswertung erfolgte unmittelbar im 
Anschluss. 
Durch mitochondriale Enzyme wird das TTC in vitalen Herzmuskelzellen zu 
einem rotem Farbstoff umgewandelt. Nekrotische und apoptotische Areale 
erscheinen farblos und blass in einer Tetrazoliumfärbung und sind so als 
Infarktareal abgrenzbar. Die Auswertung der Herzschnitte wurde durch 
Computer gestützte Planimetrie (Diskus Software; Hilgers, Königswinter, 
Deutschland) vorgenommen. Die Größe des Infarkts wurde als Prozent an der 
AAR beschrieben. Rechnerisch fand folgende Formel Verwendung: 
 
 
 
Dabei steht AAR für die Fläche der Area At Risk, N für die Anzahl der 
Herzschnitte, A für die Fläche des Infarkts, LV für die Fläche des linken 
Ventrikels, und Wt für das Gewicht des jeweiligen Schnittes. Die Größe der 
AAR am linken Ventrikel wurde analog zur oben genannten Gleichung 
bestimmt.  
 
2.5 Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies und 
Akonitaseaktivität während der Reperfusion  
Zur differenzierten und quantitativen Bestimmung der reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) während der Reperfusion wurde die Generierung von 
Wasserstoffperoxid bestimmt. Hierzu wurden die isolierten Mäuseherzen aus 
allen Versuchsgruppen 5 min nach Beginn der Reperfusion schockgefroren und 
anschließend homogenisiert. Die Bestimmung erfolgte photometrisch, wobei die 
Oxidation von Amplex-Red Reagens (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) zu 
Resofurin als Veränderung der Absorption bei 560 nm bestimmt wurde. 
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Verwendet wurde das Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase assay kit 
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany).  
Um Rückschlüsse auf die funktionellen Auswirkungen von ROS auf die Zelle zu 
ziehen, wurde parallel zum Wasserstoffperoxid die Akonitaseaktivität bestimmt. 
Die Akonitase ist ein mitochondriales Enzym des Zitratsäurezyklus. Im Rahmen 
des myokardialen I/R-Schadens kommt es durch die in 1.1 beschriebenen 
Mechanismen unter anderem zur Schädigung der Akonitase. Diese Schädigung 
der Akonitase resultiert in einer funktionellen Aktivitätsminderung, welche 
quantitativ im Homogenat messbar ist. Die Messung erfolgte 
spektrophotometrisch. Die Bildung von NADPH aus NADP+ wurde über die 
steigende Absorption bei 340 nm mittels Bioxytech Aconitase-340 kit (Oxis 
Research, Portland, USA) quantifiziert. 
Die Aufarbeitung der Proben und die Versuchdurchführung erfolgten streng 
nach den Gebrauchsanweisungen der beiden verwendeten Kits. 
 
2.6 Hochleistungs-Flüssigchromatographie (HPLC)-Bestimmung von 
Nitrit und Nitrat 
Die sensitive quantitative Bestimmung von Nitrit und Nitrat wurde mittels einer 
Hochleistungs-Flüssigchromatographie durchgeführt. Das Prinzip der Nitrit- und 
Nitratbestimmung mittels HPLC beruht auf der Absorptionsänderung von Nitrit 
bei der Reaktion mit Grießreagenz. Diese Farbänderung kann bei einer 
Wellenlänge von 540 nm durchfluss-spektrophotometrisch bestimmt werden.  
Die Anlage bestand aus den in Abb. 2.4 schematisch dargestellten 
Komponenten: einem Autoinjektor (Triathlon Spark, Emmen, Niederlande), 
einem Vakuum-Entgaser, zwei HPLC Pumpen, einer Reaktionskapillaren, 
einem UV/Vis-Detektor mit einer 10 mm Durchflusszelle, Volumen 6 µl, (alle 
Komponenten von SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) sowie einem 
Säulenofen (Sykam, Gilching, Deutschland). Alle verwendeten Kapillaren hatten 
einen inneren Durchmesser von 0,5 mm und bestanden aus 
Polyetheretherketon. Die Längen der Kapillaren wurden so kurz wie möglich 
gehalten, mit Ausnahme der Reaktionskapillare für die eine Länge von 3 m 
festgelegt wurde. 
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Abb. 2.5 Schematische Darstellung der Nitrit und Nitrat HPLC 
 
10 µl der Probe wurden durch den Autoinjektor, nach einem Flush von 50 µl, in 
das Laufmittel injiziert. Das Laufmittel bestand aus 0,3 M NaCl und 0,1 M NH4Cl, 
pH 8,5, bei einem Fluss von 1 ml/min. Zum Trennen von Nitrit und Nitrat fand 
ein 20 mm x 4,6 mm Anionenaustauscher (SunChrom, Friedrichsdorf, 
Deutschland) bei einer konstanten Temperatur von 40°C Verwendung. Zur 
Reduktion von Nitrat zu Nitrit wurde eine 10 mm lange mit 20 µm Cadmium 
gepackte Reduktionssäule (SunChrom) eingesetzt. Das Grießreagenz aus 1% 
ortho-Phosphorsäure sowie 5 g/l Sulfanilamid mit 0,248 g/l N-(1-naphtyl)-
Ethylendiamin wurde bei einem Fluss von 0,3 ml/min der Probe, nach Trennung 
und Reduktion, in der Mischkammer zugeführt. Die nachgeschaltete, 
aufgeknäuelte Reaktionskapillare verbesserte die Durchmischung von Probe 
und Reagenz und optimierte das Strömungsprofil. Das in der Probe enthaltene 
Nitrit reagierte hier mit dem Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz, welches 
durch eine weitere Reaktion mit N-(1-naphtyl)-Ethylendiamin eine violette Azo-
Verbindung bildet (Abb. 2.5). Um den Ablauf der Reaktion zu beschleunigen, 
waren Trenn- und Reduktionssäule sowie die Reaktionskapillare in dem auf 
40°C temperierten Säulenofen untergebracht. 
Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlänge von 540 nm. Das 
Signal wurde mit einem UV/Vis-Spektrophotometer gemessen, mittels AD-
Wandler umgewandelt sowie über die HPLC Software ChromStar light (SCPA, 
Weyhe-Leeste, Deutschland) aufgezeichnet und integriert. Die Daten konnten 
ohne digitale Filter benutzt werden. Die Größe des Signals wurde als Fläche 
unter der Kurve bestimmt. 
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Abb. 2.6 Reaktion von Grießreagenz mit Nitrit 
  
2.7 Ferricyanid-Assay zur Detektion von Nitrosyl-Häm-Komplexen 
mittels Chemilumineszens-Detektion (CLD) 
Die Ozon abhängige Chemilumineszens-Detektion zeichnet sich durch hohe 
Sensitivität und Spezifität für die Detektion von Stickstoffmonoxid in flüssigen 
oder gasförmigen Proben aus101. Diese Methode beruht auf der Detektion von 
Lichtquanten, die stöchiometrisch bei der Reaktion von Stickstoffmonoxid mit 
Ozon freigesetzt werden.  
Da mit dieser Methode ausschließlich gasförmiges freies NO· bestimmt werden 
kann, muss zur Bestimmung von Nitrosyl-Häm-Komplexen NO· aus der 
Bindung freigesetzt werden. 
Freies bioaktives NO· ist in der Lage, eine kovalente Bindung mit Hämproteinen 
einzugehen. Das NO· bindet hierbei an das zentrale Eisenatom des Porphyrin-
Ringes.  
Der Ferrycyanid-Assay beruht auf der Stabilität von NO-Häm-Komplexen in 
Abhängigkeit vom Oxidationszustand des zentralen Eisenatomes. Durch 
Oxidation des zentralen Eisenatoms kann NO· freigesetzt und anschließend mit 
Hilfe der Chemilumineszens-Detektion quantitativ bestimmt werden.  
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Zur Oxidation des zentralen Eisenatoms wurde eine Lösung von 0,5 M 
Kaliumhexacyanoferrat (III) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) gelöst in 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) mit einem pH-Wert von 7,5 
verwendet60. Durch Übertragung eines Elektrons vom Eisenatom auf das 
Ferricyanid entsteht ein reduziertes Ferricyanid sowie ein oxidiertes 
Hämprotein, z.B. Metmyoglobin oder Methämoglobin. Das am Eisen nun 
instabil gebundene NO· geht in Lösung. Die Freisetzung von NO· folgt dabei 
folgender Reaktionsgleichung, (hier beispielhaft an dem Hämprotein 
Myoglobin): 
 
[FeIII(CN)6]3-+MbFeIINO   [FeII(CN)6]4- + MbFeIII + NO· 
 
Die zu bestimmende Probe wurde mit einer gasdichten Spritze (Typ 26158-U, 
Hamilton, Bonaduz, Schweiz) durch eine Kunststoffmembran in das 
Reaktionsgefäß (Verhees, Neuss, Deutschland) injiziert. Das Reaktionsgefäß 
wurde mit 37°C warmem Wasser umspült, um ein Denaturieren der 
Hämproteine zu verhindern. Das Injektionsvolumen betrug 300 µl, um auch 
geringe Konzentrationen bestimmen zu können. Als Trägergas strömte Helium 
(Linde, Unterschleißheim, Deutschland) über eine Glasmembran durch das mit 
40 ml Ferrycyanidlösung gefüllte Reaktionsgefäß. Dabei ist Helium, als 
weitgehend inertes Gas, nicht in der Lage mit NO· zu reagieren101. Bei Injektion 
der Probe wurde ein Aufschäumen der Oxidationslösung durch die zugeführten 
Proteine mittels 50 µl einer Antifoam Lösung (Antifoam SE15, Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) verhindert.  
Um Verunreinigungen des Detektors und Störsignale zu vermeiden, wurde das 
Trägergas mit den gasförmigen Bestandteilen der Probe und der 
Oxidationslösung auf 3°C heruntergekühlt. Des Weiteren wurde eine durch Eis 
gekühlte 1 M Natriumhydroxid-Lösung (Merck, Darmstadt, Deutschland) gefüllte 
NaOH-Falle verwendet. Erst nach dieser Säuberung des Gases von u.a. 
niedermolekularen Proteinen erfolgte die eigentliche Chemilumineszens-
Detektion (Abb. 2.6).  
Zur Messung wurde ein Analysegerät der Firma Ecophysics (Typ CLD 88 NO, 
Ecophysics, Schweiz) verwendet. Bei der Reaktion von NO· mit von einem 
Ozongenerator gebildetem Ozon wird Licht im Rot- und Infrarotbereich (γ = 
640-3000 nm) mit einem Intensitätsmaximum bei γ ≈ 1200 nm emittiert und 
 27
anschließend von einem Detektor registriert101. Die gemessene Lichtemission 
ist bei einem Überschuss an Ozon proportional zur Stoffmenge an NO im 
Trägergas. 
 
NO· + O3   ·NO2 
·NO2    NO2 + hv 
 
Die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Reaktion beträgt 10-7 l*mol-1*s-1 bei 20°C, 
was es ermöglicht flüchtige Änderungen der NO·-Konzentration zu bestimmen. 
Höher oxidierte Stickoxide reagieren mit einer wesentlich langsameren 
Reaktionsgeschwindigkeit und benötigen wesentlich höhere Temperaturen. Sie 
können somit die Messung nicht beeinflussen. 
Die Datenaufnahme und Integration erfolgte durch die Software ChromStar 
(SCPA, Weyhe-Leeste, Deutschland) auf einem handelsüblichen Computer. Die 
Stoffmenge wurde durch Berechnung der Fläche unter der Kurve bestimmt. Die 
Kalibrierung der Anlage erfolgte einmal täglich vor der Analyse mit Hilfe eines 
reduktiven Iodansatzes und wässrigen Nitritstandards. Als Reduktionslösung 
wurden 45 mM Kaliumiodid (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 10 mM Iod in 
Essigsäure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gelöst und ermöglichten 
so die vollständige Reduktion von Nitrit zu NO·96, 102. 
Eine Validierung des Assays hatte ergeben, dass die Kalibrierung mit 
aufwändig herzustellenden MbNO-Lösungen zu vergleichbaren Ergebnissen 
führt. 
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Abb. 2.7 Schematischer Aufbau der Chemilumineszens-Detektion 
 
2.8  Mathematisch statistische Methoden 
Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Origin 7GSR2 (OriginLab 
Corporation, Northampton, USA).  
Die erhaltenen Messdaten vor Beginn der Ischämie wurden als 100% definiert. 
Alle folgenden Daten wurden als Prozent vom Ausgangswert angegeben. Alle 
Daten sind, soweit nicht anders vermerkt, als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben. Zum Vergleich der Mittelwerte aus den zwei Versuchsgruppen 
wurde nach der Überprüfung auf Gauß’sche Normalverteilung der „Student’s t-
Test“ für unabhängige Stichproben verwendet. Als Signifikanzniveau wurde ein 
p-Wert von P ≤ 0,05 angenommen, bei dem die Nullhypothese verworfen 
wurde. 
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3.  Ergebnisse 
 
3.1 Einfluss von Nitrit auf das isolierte Mäuseherz 
Versuche an Mäuseherzen zeigten einen kardioprotektiven Effekt von exogen 
zugeführtem Nitrit auf den myokardialen I/R-Schaden75, 77.  
Um die Auswirkungen von exogenem Nitrit auf das ischämische und 
reperfundierte Herz genauer zu charakterisieren, wurden NMRI Wildtyp Mäuse 
im Langendorff Herzmodell einer 30-minütigen lokalen Ischämie ausgesetzt. In 
zwei unabhängigen Versuchsgruppen wurde den Herzen 32 nmol Nitrit, 64 nmol 
Nitrit sowie nitritfreier KHP, wie in Protokoll 2.1.4 beschrieben, verabreicht. 
Während der gesamten Versuchsdauer wurden der linksventrikulär entwickelte 
Druck (LVdP) sowie der koronare Fluss als Parameter der linksventrikulären 
Funktion dokumentiert. Nach dem Ende der Reperfusion wurde die Infarktgröße 
im Verhältnis zur AAR bestimmt. 
 
3.1.1 Einfluss von Nitrit auf die linksventrikuläre Funktion 
Vor Beginn der Ischämie führte das verabreichte Nitrit nicht zu Veränderungen 
des Koronarflusses sowie des LVdP (Daten nicht gezeigt).  
Die Induktion einer 30-minütigen lokalen Ischämie führte in der Kontrollgruppe 
zu einer Reduktion des LVdP auf 51 ± 16%  des vorischämischen Wertes. Die 
kontinuierliche Gabe von 32 nmol Nitrit steigerte zum selben Zeitpunkt den 
linksventrikulär entwickelte Druck auf 78 ± 7%. Das unter Ischämie verabreichte 
Nitrit führte zu einer signifikanten Verbesserung des LVdP um 34% (P ≤ 0,05). 
Dieser Effekt zeigt sich über den gesamten Zeitverlauf der Ischämie durch 
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 3.1). 
Auch während der ersten 30 min der Reperfusion zeigte die Entwicklung des 
LVdP einen deutlichen Unterschied zwischen den Gruppen  
(P ≤ 0,05). Zum Zeitpunkt t = 30 min nach Beginn der Reperfusion stieg der 
LVdP in der Gruppe der mit 32 nmol Nitrit behandelten Herzen auf 80 ± 3%, die 
Kontrollgruppe erreichte 64 ± 4% des vorischämischen Wertes (P ≤ 0,05) (Abb. 
3.1). 
 30
Ischämie Reperfusion
-30 -20 -10 0 10 20 30
40
50
60
70
80
90
100
 32 nmol Nitrit
 Kontrolle
LV
dP
 
(%
 
de
s 
vo
ris
ch
äm
is
ch
en
 
W
e
rts
)
Zeit (min)
 
 
Abb. 3.1 Linksventrikulär entwickelter Druck während einer 30 min lokalen Ischämie sowie 30 
min Reperfusion als Prozent des vorischämischen Wertes, bei t=10 min LVdP in der 
Nitritgruppe um 29% höher, (P ≤ 0.01), (n = 6 in beiden Gruppen)  
  
Die lokale Ischämie durch Ligation der LCA führte bei druckkonstanter 
Perfusion zum Absinken des koronaren Flusses. In der Kontrollgruppe sank der 
koronare Fluss auf 53 ± 7%, bei einer Gabe von 32 nmol Nitrit auf 60 ± 1% (P = 
NS) (Abb. 2.2). Bei Betrachtung des koronaren Flusses konnten zu keiner Zeit 
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. 
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Abb. 3.2 Koronarer Fluss während 30 min Ischämie und 30 min Reperfusion als Prozent des 
vorischämischen Wertes, keine signifikanten Unterschied in beiden Gruppen (P = NS, n = 6) 
 
3.1.2 Einfluss von Nitrit auf den myokardialen Ischämie/ 
Reperfusionsschaden  
Die Infarktgröße wurde in Abhängigkeit von verschiedenen Dosen an Nitrit 
ebenfalls am isolierten Mäuseherz untersucht. Den Versuchsgruppen wurden 
32 bzw. 64 nmol Nitrit verabreicht. Einer Kontrollgruppe wurde KHP infundiert. 
Zur Bestimmung der Infarktgröße wurden die Mäuseherzen für 3 Stunden 
reperfundiert. 
Die AAR im Verhältnis zum linken Ventrikel betrug in der Kontrollgruppe 54 ± 
2% (n = 6), nach Gabe von 32 nmol Nitrit 51 ± 4% (n = 6) sowie nach Gabe von 
64 nmol Nitrit 57 ± 7% (n = 4) (Abb. 3.3 A). Die Mittelwerte der Population 
zeigten zueinander keine bedeutenden Unterschiede im Student’s t-Test.  
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Der Infarkt pro AAR verringerte sich durch Infusion von 32 nmol Nitrit signifikant 
von 45 ± 4% in der Kontrollgruppe (n = 6) auf 29 ± 3% (P ≤ 0,01,    n = 6) (Abb. 
3.3 B).  
Die Gabe von 64 nmol Nitrit führte dagegen zu einer Steigerung des 
Infarktareals pro AAR von 45 ± 4% (n = 6) in der Kontrollgruppe auf 57 ± 4% 
(n=4). Zwischen den mit 32 nmol und den mit 64 nmol Nitrit behandelten Herzen 
ergab sich hierbei ein signifikanter Unterschied der Infarktareale pro AAR (P ≤ 
0,01).  
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Abb. 3.3 Auswirkung von Nitrit auf den Ischämie/Reperfusionsschaden (n = 4-6) (A) Infarkt pro 
AAR in Abhängigkeit von der verabreichten Nitritdosis *(P ≤ 0,01) (B) AAR pro linker Ventrikel in 
Abhängigkeit von der verabreichten Nitritdosis 
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3.1.3 Nitrosospezies in Abhängigkeit von Nitrit während der  Reperfusion 
Um zu klären, ob die beobachteten Effekte von Nitrit auf seine Reduktion zu 
NO· zurückzuführen sind, wurden verschiedene Abbauprodukte von NO· 
untersucht. Als indirekter Marker der NO·-Produktion wurden die 
Oxidationsprodukte, Nitrit und Nitrat, mit Hilfe der in 2.4 beschriebenen HPLC 
analysiert. Als Dosimeter der hypoxischen NO·-Bildung wurden die während der 
Ischämie und Reperfusion entstandenen NO-Häm-Produkte quantifiziert. Auf 
Grund der kurzen Halbwertszeit einiger dieser  Nitrosospezies erfolgte die 
Bestimmung 5 min nach Beginn der Reperfusion.  
Um einen Zusammenhang zwischen den in 3.1.2 beobachteten zytoprotektiven 
Effekten und dem gebildeten NO· zu untersuchen, wurden den Herzen lediglich 
die protektive Dosis von 32 nmol Nitrit sowie KHP als Kontrollgruppe 
verabreicht. 
Die im Gewebe gemessenen Nitritkonzentrationen wurden durch die Gabe von 
32 nmol Nitrit nicht signifikant verändert. In den Herzen der Kontrollgruppe 
wurden 1,2 ± 0,2 µM Nitrit (n = 3) gemessen, nach Gabe von 32 nmol Nitrit 
betrug die Konzentration im Gewebe ebenfalls 1,2 ± 0,2 µM (n = 3) (Abb. 3.4). 
Die Konzentration von Nitrat betrug 9,7 ± 0,9 µM in der Kontrollgruppe und 9,3 
± 0,5 µM in der Gruppe der mit Nitrit behandelten Herzen (Abb. 3.4).  
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Abb. 3.4 Stoffwechselprodukte des NO·-Stoffwechsels nach Applikation von 32 nmol Nitrit bzw. 
Krontolle, bestimmt im Herzhomogenat 5 min nach Beginn der Reperfusion (n = 3) (A) 
Nitritkonzentration im Gewebe (B) Nitratkonzentration im Gewebe 
 
An Hämproteine gebundenes NO· wurde mit Hilfe der in 2.6 beschriebenen 
Methode bestimmt. Die entstandenen NO-Häm-Produkte stiegen von 10 ± 1 nM 
in der Kontrollgruppe auf 17 ± 3 nM in der Gruppe der mit 32 nmol Nitrit 
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behandelten Herzen (Abb. 3.5), ein Anstieg um 70% bei einem 
Signifikanzniveau von P ≤ 0,01.  
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Abb. 3.5 NO-Häm-Produkte 5 min nach Beginn der Reperfusion *(P ≤ 0,01, n = 5) 
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3.2 Einfluss von Myoglobin auf die Nitrit vermittelten Effekte 
3.2.1 Auswirkung von Myoglobin auf die Herzfunktion sowie die 
Infarktgröße beim myokardialen Ischämie/Reperfusionsschaden 
Um den Einfluss von Myoglobin auf die in 3.1 dokumentierten Effekte zu 
untersuchen, wurde Myoglobin Knockout Mäusen entweder 32 nmol Nitrit oder 
KHP als Kontrolle verabreicht. Während der gesamten Versuchsdauer wurde 
erneut der linksventrikulär entwickelte Druck als Parameter der 
linksventrikulären Funktion dokumentiert. Das Infarktareal wurde mittels 
Evansblue/Tetrazoliumchloridfärbung bestimmt. Sowohl die verwendeten 
Methoden als auch die Auswertung erfolgte unter denselben standardisierten 
Bedingungen wie die unter 3.1 beschriebenen Ergebnisse.  
Die Auswertung der Infarktgröße pro AAR zeigt einen nicht signifikanten 
Anstieg des Infarktes um 6,6% in der Gruppe der Myoglobin defizienten Mäuse. 
Demgegenüber steht eine Verringerung des Infarktes pro AAR um 36% in der 
Gruppe der Wildtyp Mäuse (P ≤ 0,01) (Abb. 3.6 A).  
Die AAR pro linkem Ventrikel in der Gruppe der Myoglobin defizienten Mäuse 
zeigt keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zur Gruppe der Wildtyp 
Mäuse (Abb. 3.6 B). 
0
10
20
30
40
50
60
In
fa
rk
t/A
A
R
 
(%
)
Kontrolle     Nitrit                        Kontrolle     Nitrit
P = NS
0
10
20
30
40
50
60
 Wildtyp
 Myoglobin-/-
A
A
R/
LV
 
(%
)
P = NS
Kontrolle   Nitrit                     Kontrolle    Nitrit
A B
*
 
 
Abb. 3.6 Auswirkung von Nitrit auf den Ischämie/Reperfusionsschaden in Wildtyp und 
Myoglobin Knockout Mäusen (n = 6) (A) Infarkt pro AAR *(P ≤ 0,01) (B) AAR pro linker Ventrikel 
 
In der Gruppe der Knockout Mäuse kam es 30 min nach Beginn der 
Reperfusion zu keiner signifikanten Nitrit vermittelten Veränderung des LVdP (P 
= NS). In Wildtyp Mäusen konnte wie in 3.1.1 beschrieben eine Verbesserung 
des LVdP um 29% beobachtetet werden (Abb. 3.7).  
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Abb. 3.7 Linksventrikulärer entwickelter Druck während einer 30 min lokalen Ischämie sowie 60 
min Reperfusion als Prozent des vorischämischen Wertes,(A) in isolierten Herzen von Wildtyp 
Mäusen (n = 6) (B) in isolierten Herzen von Myoglobin knockout Herzen (n = 6) 
 
Neben den beschriebenen funktionellen Parametern wurde die hypoxische 
NO·-Produktion durch die Messung der NO-Häm-Produkte bestimmt.  
In Herzen von Myoglobin defizienten Mäusen führte die Gabe von 32 nmol Nitrit 
zu keiner signifikanten Veränderung an NO-Häm-Komplexen. In Wildtyp 
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Mäuseherzen konnte dagegen durch die Gabe von Nitrit eine Steigerung an 
NO-Häm-Komplexen um 70% beobachtet werden (Abb. 3.8). 
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Abb. 3.8 NO-Häm-Komlexe 2 min nach Beginn der Reperfusion in Herzen von Wildtyp und 
Myoglobin knockout Mäusen (n=5 in allen Gruppen) 
 
In Abbildung 3.9 werden die Ergebnisse der Infarktgröße, der AAR, des LVdP 
und der NO-Häm-Produkte gesammelt zusammengefasst. Die Nitrit vermittelte 
Veränderung (in Prozent) wird auf der y-Achse abgebildet.  
 
Tab.3.1 Zusammenfassung der erfassten Parameter 
 
Wildtyp Mäuse  Myoglobin Knockout Mäuse 
 
Kontrolle Nitrit p-Wert  Kontrolle Nitrit p-Wert 
AAR/LV (%) 54 ± 2 51 ± 4 0,68  41 ± 2 43 ± 3 0,60 
Infarkt/AAR (%) 45 ± 4 29 ± 3 0,01  44 ± 4 47 ± 3 0,55 
LVdP nach 30 min (%) 62 ± 5 80 ± 3 0,02  78 ± 6 79 ± 5 0,84 
NO-Häm (nM) 10 ± 1 17 ± 3 0,04    3 ± 1   3 ± 1 0,87 
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Abb. 3.9 Nitrit induzierte Veränderungen in Abhängigkeit von Myoglobin (A) Entwickelter LVdP 
30 min nach Beginn der Reperfusion (B) AAR pro linkem Ventrikel (C) Infarktgröße pro AAR (D) 
NO-Häm-Produkte 5 min nach begonnener Reperfusion  
 39
3.2.2 Einfluss von Myoglobin auf reaktive Sauerstoffspezies und 
Akonitaseinaktivierung während Ischämie/Reperfussion 
Über die biochemischen und zellulären Mechanismen der Nitrit vermittelten 
Zytoprotektion und insbesondere zur Rolle von Myoglobin als Mediator ist wenig 
bekannt. Zur Charakterisierung des Reperfusionsschadens wurde die 
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies und ihre funktionelle Auswirkungen auf 
die Zelle 5 min nach Beginn der Reperfusion in Myoglobin Knockout und 
Wildtyp Mäusen untersucht.  
Die Bedeutung der Mb vermittelten Reduktion von Nitrit zu NO· auf die 
Entstehung von ROS wurde durch Bestimmung der H2O2-Produktion mittels 
Oxidation von Amplex Red während der Reoxygenierung bestimmt. In Wildtyp 
Mäuseherzen sank die H2O2-Produktion durch die Gabe von Nitrit von 2.5 ± 0.1 
nmol/mg Gewebe auf 1.9 ± 0.1 nmol/mg Gewebe (P ≤ 0.05; n = 3). In Myoglobin 
defizienten Mäuseherzen zeigte sich unter basalen Bedingungen ein 
niedrigeres Level an H2O2 im Vergleich zu Wildtyp Mäuseherzen  
(P ≤ 0.05; n = 3). Die Gabe von Nitrit erhöhte den H2O2-Spiegel von 1.8 ± 0.1 
auf 2.2 ± 0.1 nmol/mg Gewebe (P ≤ 0.05; n = 3).  
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Abb. 3.10 Produktion von H2O2 in Wildtyp und Myoglobin-/- Herzen 5 min nach Reperfusion 
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Als Anhaltspunkt für oxidative Modifikation und Schädigung von Proteinen 
wurde die Aktivität des mitochondrialen Enzyms Akonitase gemessen. In 
Anlehnung an die Nitrit-abhängige Reduktion der ROS-Produktion in Wildtyp 
Mäuseherzen konnte eine signifikante Verringerung der Inaktivierung der 
Akonitase von 1,4 ± 0.07 auf 3,8 ± 0,6 mU/mg Gewebe nach Nitritgabe 
beobachtet werden (P ≤ 0,05; n = 3).  
Myoglobin-/- Mäuseherzen, denen Nitrit verabreicht wurde, erlitten größeren 
oxidativen Schaden. Die Akonitaseaktivität sank von 3,0 ± 0,4 auf 0,9 ± 0,04 
mU/mg Gewebe (P ≤ 0,01; n = 3).  
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Abb. 3.11 Aktivität der Akonitase in Wildtyp  und Myoglobin-/- Herzen 5 min nach Reperfusion 
*(P ≤ 0,05) 
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3.3 Einfluss von Myoglobin und intraventrikulär appliziertem Nitrit auf 
den Ischämie Reperfusionsschaden in vivo  
Zur Klärung der pathophysiologischen Relevanz der in 3.2 dargestellten 
Ergebnisse, untersuchten wir den I/R-Schaden von Wildtyp und Myoglobin 
Knockout Mäusen in vivo mit Hilfe des in 2.3.2 erläuterten Infarktmodells. 
Mäusen aus beiden Gruppen wurde operativ die linke Koronararterie für 30 min 
abgebunden. Nach 24-stündiger Reperfusion wurden die Infarktgröße sowie die 
AAR bestimmt. Dabei verabreichten wir in Anlehnung an die Versuche von 
Duranski et al. 48 nmol Nitrit bzw. Nitrat als Kontrolle. Die Injektion erfolgte 5 
min vor Beginn der Reperfusion in den linken Ventrikel77. 
In Wildtyp Mäusen führte Nitrit zu einer signifikanten Verringerung der 
Infarktgröße. Im Vergleich dazu zeigte sich in den Kontrollgruppen sowohl bei 
Wildtyp als auch bei Myoglobin defiezienten Mäusen eine ähnliche Infarktgröße 
im Bezug auf die AAR (23 ± 2% vs. 28 ± 3%; P = NS; n=7).  
In Myoglobin defizienten Mäusen hatte die Gabe von Nitrit keinen Effekt auf den 
I/R-Schaden. Die Herzen zeigten eine ähnliche Infarktgröße von 24 ± 2% zu 28 
± 3% (P = NS; n = 6).  
In Wildtyp Mäusen führte die Verabreichung von Nitrit zu einer Verringerung der 
Infarktgröße um 61%, von 23 ± 2% auf 9 ± 1% (P ≤ 0,001, n = 7;) 
(Abb. 3.9 und 3.11). 
Die auf den linken Ventrikel normierte AAR zeigte keine signifikanten 
Unterschiede in den untersuchten Gruppen (P = NS) (Abb. 3.10). 
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Abb. 3.12 Infarktgröße pro AAR in Abhängigkeit von Nitrit und Myoglobin nach 30 min Ischämie 
und 24 h Reperfusion in vivo *(P ≤ 0,001, n = 7) 
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Abb. 3.13 AAR pro linker Ventrikel in Abhängigkeit von Nitrit und Myoglobin nach 30 min 
Ischämie und 24 h Reperfusion in vivo (P = NS, n = 7) 
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Abb. 3.14 Herzschnitte nach 30 min Ischämie und 24 h Reperfusion. Das Infarktgebiet wird 
durch eine Tetrazoliumchloridfärbung blass dargestellt, die AAR setzt sich durch Anfärbung mit 
Evansblue aus der Summe der nicht blau gefärbten Areale zusammen. 
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4. Diskussion  
 
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren: 1.) die Auswirkungen von exogenem 
Nitrit auf das ischämische und reperfundierte Herz zu charakterisieren, 2.) die 
Bedeutung der Nitritreduktasefunktion von Myoglobin auf diese Effekte zu 
klären, 3.) die zellulären und biochemischen Grundlagen der zytoprotektiven 
Eigenschaften zu finden und 4.) die pathophysiologische Relevanz der 
Ergebnisse zu untersuchen. 
Im Folgenden wird zunächst die Wirkung von Nitrit auf Wildtyp Mäuseherzen 
während der I/R genauer erläutert (4.1). Anschließend soll auf die 
Schlüsselfunktion von Myoglobin als Mediator der Nitrit induzierten 
Zytoprotektion eingegangen werden (4.2). Der Wirkmechanismus auf zellulärer 
Ebene, insbesondere die Wirkung von Nitrit auf reaktive Sauerstoffspezies 
während der Reperfusion, wird in 4.3 näher betrachtet. Im Anschluss an die 
Diskussion der im Langendorff Herzmodell gewonnenen Ergebnisse, welche 
auf eine Klärung der biochemischen und funktionellen Grundlagen abzielten, 
wird einerseits die pathophysiologische Relevanz von Nitrit und Myoglobin 
erörtert und andererseits auf die damit verbundenen weiterführenden 
Fragestellungen eingegangen (4.4). 
 
4.1  Bedeutung von Nitrit während der myokardialen 
Ischämie/Reperfusion 
Während der ersten 5 Minuten der kontinuierlichen Gabe von Nitrit konnten wir 
die Eigenschaften von Nitrit auf das isolierte Mäuseherz ohne direkte Ischämie 
oder Reperfusion dokumentieren. Unter diesen annähernd normoxischen 
Bedingungen konnten keine Nitrit vermittelten Effekte auf die Herzfunktion oder 
Perfusion beobachtet werden. Unter den hypoxischen Bedingungen, z.B. denen 
eines Myokardinfarktes, zeigte sich dagegen eine Nitrit abhängige signifikante 
Verbesserung der linksventrikulären Funktion.  
Ein Nitrit vermittelter Anstieg des Blutflusses (Perfusionsflusses), wie etwa die 
von Gladwin et al. im Unterarm beschriebene hypoxische Vasodilatation66, 
konnten wir in unserem Tiermodell nicht feststellen.  
Durch weitergehende Untersuchung der Herzen konnte gezeigt werden, dass 
exogenes Nitrit die Infarktgröße signifikant verringert. Dieser zytoprotektive 
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Effekt von Nitrit, wie er von Webb et al. und Duranski et al. in anderen 
Versuchsanordnungen berichtet wurde, konnte in unserem eigenen 
Versuchprotokoll bestätigt werden.  
Eine Dosis von 32 nmol Nitrit zeigte eine deutliche Wirkung und reduzierte das 
Infarktareal um 36%. Die verabreichte Stoffmenge steht hierbei im Verhältnis 
zur Infarktgröße. Bei einer verabreichten Gesamt-Dosis von 64 nmol Nitrit 
konnte eine leichte Vergrößerung des Infarktgebiets im Vergleich zur 
Kontrollgruppe festgestellt werden. Im Gegensatz zu den in vivo Ergebnissen 
von Duranski et al. deuten unsere ex vivo Ergebnisse auf eine Toxizität von 
hohen Nitritkonzentrationen. Diese schädigende Wirkung könnte sich durch die 
Abwesenheit des „NO·-Fängers“ Hämoglobin und den dadurch schneller 
entstehenden nitrosativen Stress erklären. 
Zur Beantwortung der Frage, ob die beobachteten Effekte durch eine Reduktion 
von Nitrit zu NO· oder durch Nitrit selbst bedingt sind, wurde eine biochemische 
Analyse von verschiedenen Nitrosospezies durchgeführt. Der starke Anstieg 
von NO-Häm-Produkten weist darauf hin, dass eine Reduktion von Nitrit zu NO· 
stattgefunden hat. Die in der Kontrollgruppe detektierten NO-Häm-Produkte 
lassen sich auf das physiologisch im Herzmuskel vorliegende Nitrit 
zurückführen. 
Eine Veränderung der Nitrit- und Nitratkonzentration im Myokard, als Folge des 
exogen zugeführten Nitrits oder dessen Reduktion zu NO·,  konnte nicht 
festgestellt werden. Es kann vermutet werden, dass die geringen Mengen an 
produziertem NO· und die dadurch entstehenden Abbauprodukte Nitrit und 
Nitrat vor dem Hintergrund der hohen physiologischen Nitrit- und 
Nitratkonzentrationen durch die von uns verwendeten Methoden nicht von 
einander zu differenzieren sind. Die fehlende Erhöhung der 
Gesamtnitritkonzentration nach exogener Nitritapplikation kann jedoch auch als 
ein Indiz für die Reduktion des zugeführten Nitrit gesehen werden.  
Durch die hämoglobinfreie Perfusion mit KHP im Langendorff Herzmodell 
konnten wir nachweisen, dass exogenes Nitrit auch in Abwesenheit von 
Hämoglobin einen zytoprotektiven Effekt, mit signifikanter Reduktion des 
Infarktareals, besitzt. Die von Cosby et al. bei Nitritgabe im Unterarm 
dokumentierte Hämoglobin vermittelte hypoxische Vasodilatation scheint nur 
eine untergeordnete Rolle bei der Zytoprotektion des Herzens spielen66.  
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Die Frage nach dem Mediator der Nitrit vermittelten Zytoprotektion ist jedoch 
weiterhin ungeklärt. Die Erkenntnisse von Downey et al. über das Fehlen der 
Xanthinoxidoreduktase in humanen Kardiomyozyten103 stehen im Widerspruch 
zu der von Webb et al. postulierten Bedeutung als der Nitritreduktase im 
Herzen. Auch die von Webb et al. im Versuch verabreichten Stoffmengen von 
mehr als 6000 nmol Nitrit pro Rattenherz stehen im Widerspruch zu den 
Ergebnissen von Duranski und unserer Arbeitgruppe, die beide einen 
protektiven Effekt bei weniger als 50 nmol Nitrit pro Mäuseherz beobachten 
konnten75, 77. 
Nach den Ergebnissen von Rassaf et al., wonach Myoglobin als 
Sauerstoffsensor im Herzmuskel fungiert, sowie dem in vitro Nachweis einer 
Nitritreduktasefunktion von Myoglobin, stellt sich die Frage nach der Bedeutung 
von Myoglobin in der Nitrit vermittelten Zytoprotektion im Herzmuskel. 
Es konnte beobachtet werden, dass Nitrit zu einem deutlichen Anstieg des 
linksventrikulär entwickelten Drucks in den ersten 10 min nach Reperfusion 
führt (Abb.4.1). Die ersten Minuten der Reperfusion spielen eine entscheidende 
Rolle bei der Entstehung des I/R-Schadens. Diese Ergebnisse legen nahe, 
dass Nitrit durch Interaktion mit dem I/R-Schaden die beobachteten Effekte 
vermittelt. Ob und wie das verabreichte Nitrit in der Lage ist den 
Reperfusionsschaden im Herzen zu verringern, wird in Abschnitt 4.3 erörtert. 
 
4.2 Bedeutung der Nitritreduktaseaktivität von Myoglobin für den 
Ischämie/ Reperfusionsschaden 
Nachdem gezeigt werden konnte, welche Eigenschaften Nitrit während der 
Ischämie und Reperfusion vermittelt, soll im Folgenden die Bedeutung der 
Nitritreduktaseaktivität von Myoglobin bei den beobachteten Effekten erläutert 
werden.  
Die Ergebnisse zeigen, dass sich unter ischämischen Bedingungen Myoglobin 
von einem NO·-Fänger zu einem NO·-Produzenten entwickelt. Des Weiteren ist 
Myoglobin in der Lage durch die Umwandlung von Nitrit zu NO· das Herz vor 
dem I/R-Schaden zu schützen.   
Bei Betrachtung der Ergebnisse aus 3.2.1 ist das Fehlen eines zytoprotektiven 
Effektes nach Nitritgabe in der Gruppe der Myoglobin defizienten Mäuse zu 
erkennen. Nitrit ist also nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Myoglobin in der 
 47
Lage, den I/R-Schaden zu reduzieren. Auch beim linksventrikulär entwickelten 
Druck, einem wichtigen Indikator für die linksventrikuläre Funktion, zeigt sich 
eine Abhängigkeit zwischen dem Vorhandensein von Myoglobin und den Nitrit 
vermittelten Effekten. 
Der fehlende Anstieg von NO-Häm-Produkten nach Nitritgabe in der Gruppe 
der Myoglobin Knockout Mäuse (Abb. 3.6) ist ein weiteres wichtiges Indiz dafür, 
dass das verabreichte Nitrit durch Desoxymyoglobin zu NO· reduziert wird. 
Des Weiteren weisen die in vivo und ex vivo Versuche darauf hin, dass weder 
Hämoglobin noch die Xanthinoxidoreduktase, sondern Myoglobin die 
zytoprotektiven Effekte vermittelt. 
Die Ergebnisse zeigen, dass Myoglobin als Nitritreduktase eine 
Schlüsselfunktion bei der Verringerung des I/R-Schadens durch die Gabe von 
Nitrit einnimmt.  
Weitergehend werfen unsere Ergebnisse die Frage auf, welche Funktion die 
hohen endogenen Nitritkonzentrationen der Kardiomyozyten auf die 
physiologische Herzfunktion besitzen.  
 
4.3 Zelluläre Grundlagen des protektiven Effekts von Nitrit 
Die Grundlagen der zytoprotektiven Wirkung von Myoglobin und Nitrit konnten 
bis jetzt nicht eindeutig geklärt werden. Im Folgenden soll erläutert werden 
durch welche Interaktionen Nitrit und Myoglobin in der Lage sind, den 
Reperfusionsschaden zu verringern.  
Es wird angenommen, dass drei Mechanismen für die Entstehung des 
Reperfusionsschadens verantwortlich sind: Im ersten Fall kommt es zu einem 
massiven Kalziumüberschuss durch den Na+/H+- und den Na+/Ca2+-
Austauscher während der Reperfusion, welcher zu einer Kalzifizierung des 
Mitochondriums führt. Zweitens führt die Ansammlung von osmotisch 
wirksamen Substanzen zu einem massiven Schwellen der Zellen und zur 
Ruptur des sarkoplasmatischen Retikulums. Die Akkumulation von radikalen 
Sauerstoffspezies führt im dritten Weg zur Zellschädigung durch Oxidation 
wichtiger funktioneller und struktureller Proteine, Lipide und Nukleinsäuren. 
Aufgrund der Interaktion von NO· mit der Atmungskette des Mitochondriums, 
untersuchten wir insbesondere die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies.  
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Dabei konnte festgestellt werden, dass während der Reperfusion die 
Konzentration von ROS wie H2O2 nur bei Vorhandensein von Myoglobin durch 
zugeführtes Nitrit reduziert werden konnte. Die funktionelle Bedeutung des 
verringerten oxidativen Burst konnte durch die signifikante Zunahme der 
Akonitaseaktivität bestätigt werden. Bei Wildtyp Mäusen kam es durch die Gabe 
von Nitrit zu einer verringerten Schädigung der Akonitase, was sich in einer 
erhöhten Aktivität zeigt. Bei Myoglobin defizienten Herzen kam es dagegen 
durch die Nitritgabe zu einer Erhöhung der Akonitaseinaktivierung als Zeichen 
einer mitochondrialen Schädigung.  
Diese Ergebnisse bestätigen neuere Studien, welche in der Interaktion 
zwischen Myoglobin und Wasserstoffperoxid (H2O2) eine Schlüsselfigur bei der 
Entstehung des oxidativen Schadens postulieren104-107. Dabei reagiert H2O2 mit 
Desoxymyoglobin, wobei das stark oxidierende Ferrylmyoglobin (MbFeIV=O) 
entsteht108.  
 
H2O2 + MbFeII          →   H2O + MbFeIV=O 
 
Es ist beschrieben worden, dass NO· als Antioxidant den MbFeIV=O 
vermittelten Schaden verringern kann109-113: NO· reduziert dabei MbFeIV=O zu 
MbFeIII114, 115. 
 
NO2- + MbFeII + 2H+ →  NO· + MbFeIII + H2O   
 
MbFeIII ist wiederum durch eine assoziierte Reduktase reguliert116, welche den 
Status als MbFeII aufrechterhält117. MbFeIII hat ebenfalls ein Potential H2O2  zu 
reduzieren. Diese Reaktion resultiert in der Bildung von MbFeIV=O und dem 
Globinradikal, ·MbFeIV=O118-120:  
 
H2O2 + MbFeIII               →       H2O + MbFeIV=O 
       →       H2O +  ·MbFeIV=O. 
 
In der Tat kann Stickstoffmonoxid ·MbFeIV=O zu MbFeIII reduzieren. MbFeIII wird 
durch die assoziierte Reduktase zu MbFeII reduziert und bildet so die Basis für 
die erneute Reduktion von Nitrit unter hypoxischen Bedingungen. Es verringert 
so die prooxidativen Eigenschaften des Myoglobins. Wir vermuten, dass auch in 
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vivo die Entgiftung von MbFeIV=O durch die antioxidativen Eigenschaften von 
NO· vermittelt wird.  
Neben der möglichen Interaktion von Nitrit bzw. NO· mit dem Globinradikal 
konnten Shiva et al. feststellen, dass das aus Nitrit gebildete NO· in der Lage 
ist, den Komplex I des Mitochondriums nach I/R zu inhibieren121. Die damit 
verbundene Verminderung des Energiestoffwechsels kann ebenfalls für eine 
Verringerung der Radikalbildung zu Beginn der Reperfusion verantwortlich 
gemacht werden. 
 
4.4 Pathophysiologische Relevanz und Ausblick 
Nachdem die im Langendorff Herzmodell durchgeführten Versuche die 
Wirkmechanismen von Nitrit genauer entschlüsseln konnten, stellt sich die 
Frage nach der pathophysiologischen Relevanz der Nitritreduktaseaktivität von 
Myoglobin und der damit verbundenen Zytoprotektion. Durch die Untersuchung 
des Ischämie/Reperfusionsschadens in vivo bestätigte sich die 
Schlüsselfunktion von Myoglobin und Nitrit bei der Verringerung des 
myokardialen I/R-Schadens. Bei Myoglobin defizienten Mäusen führte die Gabe 
von exogenem Nitrit zu keiner Reduktion der Infarktgröße. Demgegenüber steht 
eine Reduktion der Infarktgröße um 61% in der Gruppe der Wildtyp Mäuse.  
Die Pharmakokinetik von Nitrit ist weitestgehend ungeklärt. Unsere Ergebnisse 
sprechen für intrazelluläre Metabolisierung und Wirkung von Nitrit, da nur hier 
Myoglobin vorliegt. An isolierten Mäuseherzen konnten wir durch eine Nitritgabe 
keine Veränderung des koronaren Flusses feststellen. Das spricht dafür, dass 
das aus Nitrit durch Myoglobin generierte NO· in erster Linie zelluläre und 
weniger vaskuläre Effekte vermittelt. Ob der physiologische Nitritgehalt im 
Herzmuskelgewebe für die gute Toleranz von Kardiomyozyten gegenüber 
kurzen Ischämien von bis zu 15 min122 verantwortlich ist, und ob nur bei über 
diesen Zeitraum hinausgehenden Ischämien exogenes Nitrit benötigt wird, kann 
noch nicht ausreichend beantwortet werden, und sollte Gegenstand 
weiterführender Studien sein. 
Die erst am Ende der Ischämie durchgeführte Bolusgabe von 48 nmol Nitrit und 
die damit erreichten protektiven Effekte zeigen das große Potential von Nitrit in 
einer möglichen Therapie. Es musste nicht prophylaktisch, sondern wie im 
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klinischen Alltag anwendbar, erst unmittelbar vor der Reperfusion verabreicht 
werden. 
Als Goldstandard zur Therapie eines akuten Myokardinfarkts hat sich die 
perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) im Rahmen einer 
minimal invasiven Herzkatheteruntersuchung durchgesetzt. In der PTCA wird 
das thrombosierte Gefäß mechanisch mittels eines Ballons erweitert, die 
Ischämiezeit im Infarktgebiet wird so auf ein Minimum reduziert. Zugleich 
kommt es jedoch zu einer unmittelbaren Reperfusion des Infarktgebietes und 
dadurch zu einem oft erheblichen Ischämie/Reperfusionsschaden. Sollten sich 
unsere Ergebnisse auch am Menschen reproduzieren lassen, so könnte eine 
kurz vor der PTCA durchgeführte Nitrittherapie das Herz vor dem 
Ischämie/Reperfusionsschaden schützen. Eine solche Verkleinerung des 
Infarktareals wäre von enormer klinischer Bedeutung. Lebensbedrohliche 
Komplikationen wie z.B. der akute kardiogene Schock oder 
Herzwandaneurysmen stehen in ihrer Häufigkeit und ihrer Schwere im direkten 
Verhältnis zur Größe des Infarktgebietes bzw. der dadurch entstehenden 
Narbenbildung.  
Eine Verringerung des irreversiblen Ischämie/Reperfusionsschaden im Rahmen 
eines Herzinfarkts wäre nicht nur ein wissenschaftlicher Fortschritt, sondern 
könnte die Lebensqualität vieler Patienten erheblich verbessern. 
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5. Zusammenfassung  
Bei Nitrit handelt es sich um einen endokrinen, bioverfügbaren Pool sowie um 
eine Gewebsspeicherform von bioaktivem NO·. Entlang eines physiologischen 
Sauerstoffgradienten ist Nitrit in der Lage, vaskuläre und zelluläre Effekte zu 
vermitteln. Im Myokard konnten hohe physiologische Nitritkonzentrationen 
nachgewiesen werden. Myoglobin zeigte in vitro und ex vivo die Eigenschaft 
unter Hypoxie Nitrit zu NO· umzuwandeln. 
Im Herzmuskel konnte eine zytoprotektive Wirkung von Nitrit auf den 
Ischämie/Reperfusionsschaden von mehreren Forschergruppen nachgewiesen 
werden. Die biochemischen Grundlagen dieser zytoprotektiven Wirkung sind 
jedoch nicht geklärt.  
Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren: 1.) die Wirkung von Nitrit am isolierten 
Mäuseherz während Ischämie und Reperfusion zu charakterisieren, 2.) die 
Bedeutung der Nitritreduktasefunktion von Myoglobin auf den 
Ischämie/Reperfusionsschaden zu untersuchen, 3.) die Aufklärung 
biochemischer Grundlagen der Nitrit abhängigen Zytoprotektion und 4.) die 
Klärung der pathophysiologischen Relevanz der Ergebnisse am in vivo Modell. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
1.) Exogenes Nitrit ist dosisabhängig in der Lage, den 
Ischämie/Reperfusionsschaden am isolierten Mäuseherzen zu minimieren und 
die linksventrikuläre Funktion zu verbessern. 
2.) Die Nitritreduktaseaktivität von Myoglobin vermittelt die zytoprotektiven 
Effekte von exogenem Nitrit sowie die Verbesserung der linksventrikulären 
Funktion. So zeigten Herzen von Myoglobin defizienten Mäusen unter Nitritgabe 
keine Veränderung der Infarktgröße oder der Funktion.  
3.) Die protektiven Effekte von Nitrit beruhen auf einer Verringerung des 
oxidativen Burst während der Reperfusion. Diese Abnahme an reaktiven 
Sauerstoffspezies wie H2O2 und die damit verbundene verringerte oxidative 
Schädigung ist abhängig vom Vorhandensein von Nitrit und Myoglobin.  
4.) Die pathophysiologische Relevanz der am isolierten Mäuseherzen 
gewonnenen Ergebnisse konnte durch eine Infarktinduktion in vivo bestätigt 
werden. Nur in Anwesenheit von Myoglobin konnte das Infarktareal durch Nitrit 
um 61% verringert werden. 
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